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Bcschrcibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur intrasequcntiellen Cofak tor- Regeneration bei zwei oder mehrstufi- 
gen enzymatischen Synthesen. Die Erfindung betrifft insbesondere Verfahren zur Herstellung von Vitamin C 

5 oder L-Ascorbinsaurc und zur Herstellung von Zwischcnprodukten, die fur die Herstellung von Vitamin C 
vcrwendet werden kdnnen (vgL die Patentanspruchc). 

Chemische Reaktionen, die unter der Einwirkung von Enzymen als Katalysatoren ablaufcn. besitzen unter 
anderem den groBen VorteiL daB die Reaktionen bei niedrigen Temperaturen durchgefuhrt werden. meist 
stcreospczinsch verlaufen und der Bedarf an Htlfschemikalien minimal gehalten werden kann. Die Verwendung 

io von Enzymen bei technischen oder halbtechnischen Synthesen hat jedoch, abgeschen von Hydrolysertakti' nen. 
bis jetzt nur beschrankte Anwcndung gefunden. Dafur gibt es eine Anzahl von Grunden. Einer der Grunde ist. 
daB zahlreiche Enzyme nur in Gegenwart eines Cofaktors oder Coenzyms wirksam sind. Dies gilt z. B. fur die 
Gruppe der Dehydrogenases Die Regeneration der Cofaktoren, insbesondere der Coenzyme, wie beispielswei- 
se NAD* odcrr FAD ist vor allem bei emer technischen Durchfuhrung mit erheblichen Schwierigkeiten verbun- 

,5 den. Es besteht daher Dedarf an cnzymkatalysierten Verfahren. die auch halbtechnisch oder technisch durchge- 
fuhrt werden konnen und bei denen Cofaktoren bendtigt werden. 

|e umgesetztes Mol Substrat wird normalcrweise auch 1 Mol des Cofaktors benotigu welcher oftmals wesent- 
»ich teurcr ist als das zu gewinnende Produkt. Dicse theorctisch unuberwindliche okonomische Barriere kann 
nur dadurch genommen werden, indem man analog zu den in der lebenden Zelle ablaufenden Prozessen 

» versucht - wie bei Enzymen ublkh — . auch beim Cofaktor mit katalyftschen Mengen auszukommen. Dazu 
bendigt man Cofaktor- Regenerationssysteme. dcren Entwtcklung in den letzten Jahren intensiv betrieben 
worden ist Die Ergebntsse sind bisher jedoch noch bei weitem nicht optimal. Die besten Resultate wurden bei 
enzymatischcr Coenzym- Regeneration erhalten. Das einzige kurz vpr einer groBeren industriellcn Anwendung 
stchende Verfahren betrifft die Herstellung von L-AminosSuren aus entsprechenden Ketosauren durch redukti- 

25 vc t.. TymatischeTransaminierung(M. R. Kula.C. Wandrey Bioengineering 23.S. 1341 (1981)). Fur die Regenera- 
tion les im ubrigen an ein Idsliches Polymeres gebundenen Coenzyms wird dort ein zweites Enzym verwendet, 
welches wahrend seiner Reaktion aus Amcisensaure lediglich nicht storendes CO* produziert. ein jedoch 
letztlich nich: nutzbares ProdukL 

In der DE-OS 33 26 546 wird demgegenuber erstmals ein technisch interessantes Verfahren beschrieben. bei 

K) welchem aus Gemischen von Glucose und Fructose, wie sie auch bei enzymtechnischer Hydrolyse aus Saccharo- 
se groBtechnisch hergestellt werden. gleichzeitig zwei okonomisch interessante Produkte erhalten werden. 
Wahrend dabei Glucose durch Glucose- Dehydrogenase zu Gluconsaure oxidiert wird, entsteht aus der Fructose 
in einer v n-Sorbitol- oder Mannitol- Dehydrogenase katalysierten Reduktionsreaktion D-Sorbitol bzw. D-Man- 
nitoL Das in der Oxidationsrcaktion reduzierte Coenzym (NAD* — NADH 2 ) wird parallel mit der Fructose-Re- 

js duktion reoxidiert (NADH: — NAD*). *> daB es fur einen weiteren Cyclus zur Verfugung steht und dieser 
PrbzeB kontinuierlich zwei Produkte bei Gegenwart nur katatytischer Mengen von Enzym und Coenzym liefern 
kann: 



D-GIuc se E t » D-Gluconsaure 

40 



NaD* NADH, 



D-Mannitol 




D- Sorbitol « Ei- D-Fructose 

so 

In der Literaturstelle "Vitamin C" von U. Wintermeyer et aL Deutscher Apotheker Verlag Stuttgart !98t. 
werden verschiedene Synthesen von Vitamin C beschrieben. Es finden sich jedoch keine Hinweise zur groBtech- 
nisch~n Herstellung von Vitamin C unter Verwendung von Enzymen als Katalysatoren. 

L-Ascorbinsaure (Vitamin C) wird groBtechnisch nach wie vor nach dem von T. Reichstein und A.Grussner 
55 (Helv. Chim. Acta 17. 311 (1934)) entwickelten chemischen Syntheseverfahren. ausgehend von D-Glucose. 
hergestellL 

In dem folgenden Reaktionsschema sind die Einzelschritte der von Reichstein und Mitarbeitem entwickelten 
industriellen Synthese von L-Ascorbinsiure aus D-Glucose dargestellt 
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Dabei werdcn folgende Stufen durchlaufen: D-Sorbit, L-Sorbosc. 2-Keton-L-gulonsaure. L-Ascorbinsaure. 
Nicht berucksichtigt wurdcn hierbei zwci Zwischensiufen. welchc die Einfuhrung von zwei Isopropyliden- 
Schutzgruppen in L-Sorbose und ihre Abspaltung aus dem Oxidationsprodukt dieses Derivats betreffen. Aucn 
die ehemische Umwandlung von 2-Keto-L-gulonsaure in L-Ascorbinsaure erfordert diese Derivatisierung. 

Jeder dieser Schritte ist mil erheblichen Ausbeuteverlusten infolge der Bildung von Nebenprodukten verbun- 
den. Insbesondere wird ein kontinuicrlicher Verfahrensablauf durch die bis heute aus stereochemischen Griin- 
den erforderliche mikrobiologische Oxidation von D-Sorbit zu L-Sorbose unterbrochen. Auch nach nunmehr 
jahrzehntelanger Produktionserfahrung mit der entsprechenden Fermentation durch z. B. Gluconbacter sub- 
oxydans oder Acetobacter xylinus treten bis heute erhebliche SchwierigKjiten bei der Durchfuhrung dieses 
Schrittes auf (vgl. K. Dannhauser. Chem. Rdsch. 27. 40 (1974)). Rein ehemische Reaktionsschritte fuhren jedoch 
bei weitem nicht zu vergleichbaren Ergebnissen in bezug auf die Stereospezintat dieser Oxidation und soma auf 
die Reinheit des Produkts. Die Gesamtausbeute. bezogen auf eingesetzte G lucose, betragt ca. 60%. 

In verschiedenen Laboratorien wurde in den letzten Jahren versucht, cine kontinuierliche Prod uktion von 
L-Sorbose mit Hilfe immobilisierter Mikroorganismen zu erreichen. Bisher ist jedoch kein hinreichend befnedi- 
gendes Ergebnis erzielt worden. AuBerdem muB auch hicr mit ausbeutevermindernden Nebenprodukten und 
den daraus resultierenden Aufarbeitungsproblemen gerechnet werden. 

Es ist einc Rcihe rein chemischer Synthesen von L- AscorbinsSuren entwickclt worden. die aber aus wirtschaf t- 
lichen Grur.den ebenfalls keine Anwendung gefunden haben (T. C. Crawford. S. A. Crawford. Adv. Carbohydra- 
te Chem. Biochem. 37, 79 [1980]). 

Rein enzymatische Syntheseverfahren fur Vitamin C sind bisher nicht beschneben worden. J. P. Danehy 
US PS 42 59 443) vcrwendet einen Extrakt aus keimenden Erbsensamen zur Umwandlung von Galactonon- 
y-lacton in L-Ascorbinsaure. Dieser Schritt wurde aber stochiomctrische Mengen an Coenzym crfordern. was 
fur ein Produktionsvcrfahren wirtschaftlich vollig untragbar ware. Ganz davon abgesehen konnte dieser Pro/eB 
in keinem Falle kontinuierlich gefuhrt warden. Das bei der Verwendung ciner Oxidase entstehende Nebenpro- 
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dukt HjOj wurde zudem das Enzym sehr rasch inaktivieren. 

In der US-PS 26 81 858 wird die enzymatische Spaltung der Lactose durch P-Galactosidase in D-Gaiactose 
und D-Glucose beschrieben. Die Oberfuhrung der Glucose und Galactose in die entsprechende Uronsaure bzw. 
Uronsaurederivate unter Verwendung von Schutzgruppen ist ebenfalls bekannt (US- PS 42 59 443 1981; C L. 
5 Mehltretter et al ). Amer. Chem. Soc. 73. 2424 [1951]). Jedoch sind bei diesem bekannten Verfahren die 
erzielbaren Ausbeuten nicht bef riedigend (50 bis 60%). 

In der US- PS 42 59 443 wird ein Verfahren zur Herstellung von L-Ascorbinsaure aus Lactose 

1 ) durch Hydrolyse der Lactose in D-Galactose und D-Glucose; 
io 2) Oxidation der D-Galactose und D-Glucuse zu D-Galacturonsaure und D-GIucoronsaure; 

3) Reduktion der D-Galacturonsaure und D-Glucuronsaure zu der L-Galactonsaure und L-Gulonsture; 

4) Oberfuhrung der letztgenannten Sauren in die entsprechenden y-Lactone und 

5) enzymatische Oxidation der y-Lactone zu L-Ascorbinsaure 

is beschrieben. Dieses bekannte Verfahren besitzt den Nachteil, daB es nicht kontinuierlich durchgefuhrt werden 
kann und daB die Ausbeuten sehr niedrig sind 

Die Weltjahresproduktion an Vitamin C betrug im Jahre 1981 ca. 35.000 Tonnen. Davon wurde ein GroBteil in 
der Bundesrepublik Deutschland hergestellt. 

60 bis 70% der Weltproduktion an L-Ascorbinsaure gehen in die Lebensmittelindustrie. Es besteht daher ein 

20 steigender Bedarf an Vitamin C. 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Verfugung zu stellen, das in 
technischem und halbtechnischem MaBstab durchgefuhrt werden kann. bei dem Enzyme als Katalysatoren 
eingesetzt werden und welches die Regeneration der erforderlichen Cofaktoren ermoglichu Das erfindungsge- 
maBe Verfahren, bei dem Enzyme verwendet werden. soil auf wirtschaftliche Weise durchgefuhrt werden 

25 konnen, ohne daB untragbare Verluste entstehen. Es soil das gewunschte Produkt in hohen Ausbeute ergeben. 

Insbesondere soil erfindungsgemaB ein einfaches Verfahren zur Herstellung von Vitamin C oder seinen 
Vorstufen oder Zwischenprodukten zur Verfugung gestellt werden, gemaB dem Vitamin C oder seine Vorstufen 
oder Zwischenprodukte auf einfachere Weise und mit hoheren Ausbeuten oder kostengunstiger als bei den 
bekannten Verfahren hergestellt werden konnen. 

30 Insbesondere soil ein rein enzymatisches Verfahren zur Herstellung von L-Ascorbinsaure aus D-Galacturon- 
saure oder D-GIucuronsaure oder Gemischen von D-Glucuronsaure und D-Galacturonsaure zur Verfugung 
gestellt werden. Es soli ein Verfahren zur Verfugung gestellt werden, gemaB dem durch enzymatische/chemische 
Verfahren diese Uronsauren aus Lactose oder anderen leicht zuganglichen Ausgangsmaterialien, wie z. B. Pectin 
oder Alginsaure, wirtschaftlich gewonnen werden konnen. 

35 Das erfindungsgemaBe Verfahren, insbesondere das Verfahren zur Herstellung von Vitamin C oder seinen 
Vorstufen oder Zwischenprodukten. soil sich durch folgende Vorteile auszeichnen: 

1. Verwendung von preiswerten Substraten. beispielsweise fur die Vitamin C- Herstellung von Lactose; 

2. vollstandige Verwertung der Substrate, beispielsweise der Lactose; 
40 3. keine Nebenprodukte bei den enzymatischen Schritten; 

4. hoher Reinheitsgrad des gewunschten Endprodukts; 

5. geringere Umweltbelastung als bei chemischer Synthese; 

6. das Verfahren soil kontinuierlich durchgefuhrt werden konnen; 

7. es sollen kleinere Anlagen als bei einem chemtscheh Syntheseverfahren erforderlich sein und damit 
45 8. geringere Investitionskosten benotigt werden. 

Wahrend gemaB DE-OS 33 26 546 eine — wenn auch produktive — Hilfsreaktion zur Cofaktor- Regeneration 
benutzt wurde. wird nun erfindungsgemaB ein Verfahren zur intrasequcntiellen Cofaktor- Regeneration insbe- 
sondere am Beispiel der Synthese von L-Ascorbinsaure beschrieben. Dieses Verfahren eignet sich insbesondere 
so fur mehrstufige enzymatische Synthesen, welche Oxidations- und Reduktionsschritte innerhalb der gleichen 
Synthesekette enthalten. 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur intrasequentiellen Cofaktor-Regeneration bei enzymatischen Synthe- 
sen. das dadurch gekennzeichnet ist daB man im gleichen Rcaktor 

55 (1) ein Substrat enzymatisch reduziert und das erhaltene Reduktionsprodukt enzymatisch in ein Oxidations- 

produkt uberfuhrt oder 

(2) ein Substrat enzymatisch oxidiert und das erhaltene Oxidationsprodukt enzymatisch in ein Reduktions- 
produkt uberfuhrt und 

•su das gewunschte Endprodukt in an sich bekannter Weise isoliert, wobei fur die gekoppelt Oxidation und 
Reduktion zwei En/yme verwendet werden. die die gleiche Cofaktorspezialitat besitzen. (Dieses Verfahren ist in 
Fig. 1 und Fig. 3 an einigen Beispielen erlautert.) 

In dem folgcnden Rcaktionsschema ist der enzymatische Hersteilungspro/eB fur L- Sorbose aus D-Glucose 
mit intrasequenttcller Cofaktor-(hier NAD* /NADH : ) Regeneration dargestcllt. 



< 



DE 35 02 141 C2 




CH 2 OH 
D-Glucosc 





CH,OH 


H 


1 

-C-OH 


HO 


1 

-C-H 


H 


1 

-C-OH 




1 

c -o 




1 




CH,OH 



CH,OH 
I 

c -o 

I 

HO-C H 

1 

H-C-OH 
I 

HO-C-OH 



CH,OH 



L-Sorbosc 



10 



is 



In der beigefugten Fig. 1 sind die enzymatischen Reaktionen schema tisch dargestellt 

Mit dem erfindungsgemaBen Vcrfahren ist cs mdglich,die ObcrfQhrung eines primarcn R cak t ions prod u lets in 
das oxidierte Endprodukt odcr die OberfOhrung eines primaren Oxidationsprodukts in das rcduziene Endpro- 
dukt uber eine oder mehrere cofaktorunabhangige Zwischenstufen ablaufen zu lasscn. wobci allc Reaktionen im 
gleichenReaktordurchgefuhrt werden. 

Das crfindungsgemaBe Verfahren besitzt den groQen Vorteil daB es kontinuierliche und sowohl im haltechni- 
schen als auch im technischen MaBstabdurchgefuhrt werden kann. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren besitzt den wesentltchen VorteiU daB die Cofaktoren auf einfache Weisc 
regeneriert werden kdnnen, daB preiswerte Substrate eingesetzt werden kdnnen und die Substrate vollstandig 
verwertet werden. Das erhahene Endprodukt besitzt einen hohen Reinheitsgrad. so daB kaum oder keine 
Nebenprodukte entstehen und die Umweltbelastung sehr gering ist Die Investitionskosten sind ebcnfalls 
niedrig. 

Die Oxidations-Reduktions-Reaktionen werden bei den Reaktionsbedingungen durchgefuhrt wie sic norma- 
ierweise fur die DurchfOhrung enzymatischer Reaktionen angewandt werden; beispielsweise licgt der pH- Wert 
im allgemeinen zwischen 5 und 9, vorzugsweise zwischen 6 und 8. 

Als Reduktionsenzym kdnnen beispielsweise L-Hexonat- Dehydrogenase. Aldose- Reduktase. Mannuronat- 
Dehydrogenase oder Lactat- Dehydrogenase, und als Oxidationscnzyme kdnnen L-Calactonsaure-{L-Gulonsiu- 
re)-Lacton- Dehydrogenase und L-Galactonsaure-(L-Gulonsaure)-Lactonase und Inositol- 1 -phosphat- Synthase. 
Fructuronat-Dehydrogenase oder Malat- Dehydrogenase n verwendct werden. 

Der Cofaktor wird bei dem erfindungsgemaBen Verfahren nur in katalytischen Mengen verwendct und er 
kann in freier Form oder an ldsliche Polymere oder an Enzyme gebunden eingesetzt werden. Die Enzyme 
kdnnen in freier oder in immobilisierter Form verwendet werden. 

Beispiele fur Cofaktoren sind: 

Cu^/Cu 1 + in freier oder komplexierter Form. 

Fe 3 +/Fe 2+ -Komplexe,wie KiFe^NJb/idFeiCNV oder Cytochrome c 
Riboflavin. 

Benzochinon-Hydrochinon. 
a-Naphthochinon.p-Naphthochinon. 

natOrlich vorkommende oder synthctische Redox fa rbstoffc. wic 2.6-DichlorphenolindophenoL o-Chlorophcno- 
lindo-2,6-dichlorphcnol Methylenblau. Wurster's Blau.Triphenyltetrazoliuir.chloridL Phenzinmcthosulfat 
Cocnzyme,wieNAD*/NADH 2 .NADP*/NADPH 2 .QO.QZQ^07.FAD/FADH 2 und FMN. 

Bevorzugt werden die Redoxsystcme Nicotinamid-Adenin-Dinuclcotid (NAD*/NADHj) odcr Nicotinamide 
Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADP<7NADPH 2 ) Fe^/Fe^-Cytochrom c. 2.6-Dichlorphcnol-indophenol 
oder Phenazinmethosulfat eingesetzt 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist besonders gut fur die enzymatische Herstellung von Vitamin C gectgnct 
Dabci kdnnen. wie in Pig. 2 dargestellt die folgenden Ausgangsmaterialien verwendet werden. 

(1) D-Galacuronsaure oder D-Galacturonsaure enthaltcndcn naiQrlkrh vorkommende cd r synthctische 
Polymere odcr oligomerc Kohlenhydrate; 

(2) D-Glucuronsaurc odcr D-Glucuronsaure enthaltende natOrlich vorkommende odcr synthctische poly- 
mere oder oligomere Kohlenhydrate; 

(3) D-Mannuronsaurc odcr D-Mannuronsaurc enthaltende natOrlich vorkommende oder synthctische poly- 
mere odcr oligomere Kohlenhydrate; 

(4) D-Galactose und/odcr D-Glucosc und/odcr D- Fructose enthaltende Dissaccharidc; 

(5) D-Galactose und/odcr D-Glucosc und/odcr D- Fructose und/odcr D-Mannosc; 

(6) D-Glucosc. L Galactose oder D-Mannosc enthaltende Homo- odcr Hctcropolyglycane (vgL das in Fig. 4 
dargestellte Rcaktionsschema) 
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(7) myo Ir>o\itoJ odcr vein Hctaphosphat (Phvtmslurc)odcr my o- Inositol- 1 phosphat; 

(8) Pcctinc: 

(9) Alginslurc (vgl das in Bg. J dargcstcHtc Rcakiiocvischcma). 

Die Alginslurc wird mit vcrdunntcn Siurcn odcr cn/ ? mat rich dutch algrnoNtischc Kn/>mc. *ic Algtnslu- 
s rcLyasc(LC4.£2-3)odcrandcrc Polsuronascn (A!gittascn)i gcspaltcn; 

( 1 0) Stlrke. Maltose. Cellulose. Ccllobiose odcr Wchjrtnc 

Die GaUcturonvlurc odcr D Galacturv iwurc odcr Minnurontiurc cnthaJtcndcn Homo- odcr Hcicropolv 
glycine werden chcmisch odcr cn/>mat»NCP hsdrolysicrt. D»c D GjUctotc cjder D Glucose odcr D-Mannosc- 
io hahigen Honv>- odcr Hctcropolymcrcn. wtrden chcmisch* mikrob»ologrsch odcr cnzymatisch zu den entsprc- 
enenden DGalacturonslure- odcr D-Glucuronslurc odcr D-Mannuromlurc-haltigcn Vcrbmdungcn osidicrt 
und dann hydrolyMcrt. 

Die Disaccharide werden chcrrisch. mikrobtologisch odcr cnzymat.sch ondtcrt and darauf foJgend cnz>ma- 
tisch oder chcmisch hydrolysicrt. odcr sic werden cn/ymatrsch odcr chemnch m ihrc monomer en Bcsiandtctlc 
is gespaJtcn. 

Die Monovaccha rtdc werden cnzymatisch odcr chemtveh zu den cntsprechcndcn Uronviuren otidicrt. Da* 
chemische Vcrfahrcn crfordcn die Einf uhrung und tpltcrc V. ntfernung »on Schut/gruppcn. 

Starke. Maltose. Ccllobiosc oder Saccharose werden cn/ymatisch in m>o Inositol umg<r*andclt und dann 
cnzymatisch ubcr Glucose- 1 -phosphat /u D Gluconslurc osidicrt. 
jo Gegcnstand dcr Erfindung ist wcitcrhin cm Vcrfahrcn /ur rfcrstcllung von L Avcorbmslurc. bet Jem als 
Substrat D Galacturonslurc odcr D-Glucuronslurc odcr cm Gcmrsch diescr bcidcn Siurcn vcn» endet w ird Ein 
Gemisch dicver betden Siurcn erhllt man bosptcKwcnc durch chemische odcr cnzvmatischc Ovadation /usam- 
men mil emcr Htdrolysc a us l-actosc. 

Die bcidcn genannten Siurcn odcr das Gemisch dcr Siurcn werden cn/vmatrtch /u L-Galactonslurc odcr 
>s L-Gulonslurc odcr cincm Gemisch diescr Siurcn reduzicrt. und dice werden gcgcbenenfalls in ihrc Lactone 
oder cm Gemisch dcr Lactone ubcrfiihrt. Die Siurcn odcr em Gemisch dcr Siurcn oder d»c Lactone odcr cm 
Gemisch dcr lactone werden dann cn/>matisch /u den cntsprechenden 2 K c to Siurcn vudtcn. Ascorbmslure 
umgclagcrt. * ckrhe in an sich bekannter Wcisc rsolicrt w »rd 

Es ist cin besondcrer Vorteil des crfmdungsgcml&cn Vcrfahrenv dad im glochen Reaktor mcht nur die 
jo Oxidations- und Redukiions-Rcakiioncn. sondcrn auch Zwrschcnrcakiwncn. wic bctsptchw cisc die Lad on i sic - 
rung odcr Oberfuhrung der Siurcn in andcre Dcnvatc durchgefuhn werden konncn. An hand dcr bcigcfugtcn 
Rg. S wind das crfinoungsgemlBc Vcrfahrcn /ur Mcrstcltung son L- Ascorbmslurc aus Lactose nlhcr crllutcn. 

In ctner crstcn Verfahrensstufe wird dazu aus lactose durch chemische oder enzymausche O&idaiion in 
Kom be nation mil cincm Hydrolyscschntt ein Gemisch von D Galaciuronslurc und D-Glucuronslure gewon- 
js nen. In einem zwcitcn cnzymkatalysicrtcn Rcduktionspro/cB wtrd aus diesen betden DUronslurc untcr Konfi- 
gurationsumkehr (Inversion) cin Gemisch von L Galactonslurc und I. Gulonslurc er/cugL Dse daraus durch 
enzymairschc Oitdation crhlltlichcn 2- Kcto (.Galactonslurc und 2 Kcto L Gukmslurc odcr dcr en y Lactone 
(Siufe 3) gchen unkatalysicrt in L-Ascorbmslurc (Vitamin C") Ubcr. 

Durch Auswahl gcetgnetcr En/yme (E». E.) mn kompatiblcn Cofaktorcn tassen s*ch der Rcduktionsschntt 
40 (Stufc 2. Ei) und der Oiidationsschntt (Stufc X E%) mitcinandcr /u emem konttnuierlichen ProzeB verknupfen. 
Mil diesen konjugiertcn Redox rcaktioncn wird gkK h/cmg fur cine kontinuicrtiche Regeneration der in den von 
Ei oder Ej katalysiencn Ein/elschrittcn jewcils benongten Coeotyme (ReoV>as>stcme) gesorgt. so dafi diesc nur 
in kataJytischcn Men gen cingeseut zu werden brauchen. 

Die bei dem crftndungsgcmlBen Vcrfahcn anfallenden Endproduktc konncn in an sach bekannter Wcisc 
45 abgetrcnni werden und musscn aus dem Gleichgcwicht cntfemi werden. Sic konncn bctsptcHwctsc durch 
Absorptionschromatographie, Vencilungschromatographie. lonenaustauschchromatographic oder fraktionier- 
t KristaJlisation abgetrcnni oder isolien w erden. 

Die bei dem oben beschricbcncn Vcrfahrcn /ur McrsteHung vor. Vitamin C vcrwendete D-Glucuronsiurc 
kann ebenfalls crfindungsgcmlO durch en/ymatische HcUuktion von C Mannur mslure zu D-Mannonslurc und 
50 anschheSende Oxidation dcr D-Mannonslurc /u D-Kructuronslurc und 1 some risic rung der D-Fructuronsiurc 
zu D-Glucuronslurc hergcstcllt werden. Damn kammt auch Alginslurc als prctswertcs Ausgangsmatcai in 
Fragc(vgLFia> J). 

L-Sorbose ist cm Zwtschenprodukt zur McrsteHung von Vitamin C. und dicse Vcrbtndung kann aus D Glucosr 
oder aus D- Fructose hergcstcllt werden. D Glucose odcr D Fructose werden cn/ymatrsch zu D- Sorbitol redu- 
55 ziert und D- Sorbitol wird cnzymaiisch zu L- Sorbose oitdicrt. 

Es ist ein wcucrcr Vorteil des erfindungsgcmlOen Vcrfahrcnv dafl cine L'm*andlung der D-Formcn in die 
gewunschtc L-Form auf enzymatische Wcisc crfolgcn kann. Derartigc Umwandlungen und sonst nur schwer zu 
erreichen und ^crden in der Reichstetn Svnthcsc deshalb mikrobiologiwh vorgenommen (vgL die obi /en 
ReakuonsschcmataX 

to Die erfindungsgcmlocn Oxidations- Rcduktionsrcaktionen konncn beispicKwei^e in cmem Reaktor mu Ultra- 
fihratjonsmcrnbran durchgefuhn werden, *obci cm Cofakto. .ystem verwendet wird. das an ein wasserloshchcs 
Polymercs mu cincm durchschnittbchen Molekulargcwicht zwischen 5000 und SO 000 Dalton gebunden is'- Ober 
die Mcmbran des Rcaktors wird cine Druckdiffcrcnz crzeugt. und hmtcr Jcr Mcmbran wud kofllinuierlich cin 
Produktstrom abgefuhrt. 

t»5 Erfindungsgcmatt kar^i man als Mcmbranen Hohlfascrn verwendea d:c in ihrcr Strukiur as>mmctrivch 
aufgebaut sind *obei die fur Enzyme und poivmcrgcbundcnc Coenzyme undurchlissigc sclektivc Schicht Jcr 
Mcmbran auf dcr AuBcnscite dcr Hohlfascr hegt. »ihrcnd die Inncnscitc dcr Faser Porcn er.thUt. die auch fur 
die Enzyme und Coenzyme durch Ussig smd. 

b 
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Die Subsiratldsung wird dann auf der Innenseite der Hohlfasermembran eingefOhrt, zwisch n der Innen- und 
AuBenwand der Faser wird eine hydrostatische Druckdifferenz erzeugU so daB die Substratldsung durch die 
innere Faserwand hindurchgeht und die enzymatischen Reaktionen bevorzugt im porosen StOtzmaterial zwi- 
schen Innenwand und AuBenwand ablaufen. 

Durch geeignete Wahl dcr hydrostatischen Druckdifferenz kann man den Durchsatz der Substrate so einstel- 
len. daB ihre Aufenthaltszeit in dcr Hohlfaserwand ausreicht, urn eine mdglichst vollstandige Umsetzung zu 
crzielen. 

GemaB einer anderen AusfOhrungsform kann die eigentliche. f Qr Enzyme und polymergebundene Cofaktoren 
undurchlassige selektive Schicht der Mem bran auf der Innenseite der Hohlfaser liegen und die enzymatische 
Reaktion im Lumen der Hohlfaser ablaufen. Zu der Reaktionsldsung kann man gegebenenfalls ein Schutzprotein 
in einer Menge. die dem I - bis lOMachen der Menge der beteiligten Enzyme entsprichu zusetzen. 

Das Gcmisch aus Restsubstrau Produkt, Enzym und Cofaktor kann auch durch ein Membranmodul durchge- 
stromt werdea dessert Membranporen so ausgestaltet sind, daB sie nur das Produkt sowte Restsubstrat hin- 
durchlassen. die ubrigen Komponenten jedoch zuruckhatten, wobei letztere wieder in den Reaktor zuruckge- 
fuhrt wcrden. 

Die im Reaktor gemeinsam vorliegenden Enzyme konnen verschiedene Halbweruzeiten ihrer Inaktivicrung 
auf w risen. Urn uber einen langeren Zeitraum hinweg den Reaktor funktionsfahig zu halten. werden die Enzyme 
dem Reaktor in einem Aktivitatsverhaltnis zwischen 10:1 und 1 : 10 zugefugt, wobei das Enzym mit der 
schnellercn Inaktivicrung anfangs im OberschuB vorliegt Auch durch Nachdosierung einzelner gelfister Enzy- 
me oder des Cofaktors wahrend des Produktionsprozesses kdnnen die Substratumsatzraten je Zeiteinhett von 
Vorwarts- und ROckwartsreaktion wieder aufeinander abgestimmt werden. 

Einige der benotigten Enzyme sind wie im Falle der Sorbitol- Dehydrogenase (EC 1.1.1.14) aus Schafsleber 
oder Candida utilis, oder der Lactat- Dehydrogenase (EC 1.1.127) aus verschiedenen tierischen Geweben oder 
der Malit-Dehydrogcnase (EC 1.1.138) aus Schweineherz oder der Pectinasen im Handel erhaltlich. Letztere 
Quelten k6nnen auch zur Reindarstellung pectinotytischer Enzyme verwendet werden. 

Die wciteren Enzyme lassen sich z, B. aus folgenden Quellen isolieren: 
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Sorbitol DM 

Glucu r onat Rcduktasc 
L-Heionat-Dchydrogcnasc 

\UoscRcduktasc 
Lactat DM 
Malai DH 
MalatDH. 
o dccarboxylicrcnd 

Kructuronat-Reduktasc 
Manniiol DH (NAD) 
L-Sorbose-DH 

is Fructose-5-DH 
Mannuronat DH 
Manniiol DH(NAPP) 



35 



45 



SO 



PoUol DM 

L A Idono-y-lacton -Oxidase 

Manniiol-DH (Fc-Cytochrom c) 

Mannonat-DH 

L-Aldono-y-lacton-DH 

mvo- Inositol-Oxigcnase 

Phosphorv lase 

Saccharose- Phosphor} I asc 

Maltose- Phosphorylase 

Ccllobiose- Phosphorylase 

Phosphosglucoscmutase 

Pcctinmeihylestcrasc 

L-AldorvMactonasc 

Phytin- 3- phosphatase 

myo- 1 nositol- 1 -phosphatase 

Phy tin -6- phosphatase 

Endo- Poly galact uronase 

Exo- Polygalacturonase 

Exo-Poly-a-Galacturonosidase 

Alginsaure- Lyase 

Glucuronat-lsomerase 

myo- Inositol- 1 -phosphat-Synthase 

L- Sorbose- DH 

L-Sorboson-DH 

L-Sor boson -Oxidase 

Alginasen 



EC 1.1.1.14 

1.1.1.19 
1.1.1.20 

\A.\2\ 
1.1.1-27 
1.1.137 
1.1.138 
1.1.139 
1.1.157 
1.1.1.67 
1.1.1.123 

1.1.1.124 
1.1.1.131 
1.1.1.138 

1.1.1.139 
U3S 



1.1 .Z2 

1.2.134 

13.23 

1.13.1.1 

2.4.1 1 

2.4.1.7 

2.4.1.8 

2.4.1.20 

2.7.55 

3.1.1.11 

3.1.1.18 

3.13.8 

3.13.25 

3.13.26 

3.2.1.15 

3.2.1.67 

3.2.1.82 

53.1.12 
5.5.1.8 



Lactobacillus brcviv Zymomonas mobilis, 
Gluconobacter sp. 
Leber. Hefcn 

Bacillus subtilis. E. colu Erwinia 
carotavora. Euglena gracilis, Erbscn 
Leber. Zymomonas mobilis 
Bacillus subtilis 
Ncurospora crassa, B. subtilis 
Bakterien 

Streptococcus faecalis 
Bakterien 
Bakterien. Hefen 

Gluconobacter sp. Lactobacillus brevis. 
E.COIL 

Gluconobacter cerinus 
Acromonas 
Lactobacillus brevis. 
Pcnicillium chrysogenum 
Saccharomyccs 

Serratia. Saccharomyces cerevisiae. 
Pseudomonas. Grunalgen. Leber 
Aerobacter suboxidans. Bac. polymyxa 
Bakterien 

Erbsen. Blumenkohl. Hefcn 

Rattenniere. Pflanzen 

Kanoffeln. Tomaten 

Pseudomonas saccharophilia 

Leuconostoc mesenteroides 

Bakterien 

Bakterien 

Aspergillus niger 

Leber. Grunalgen 

Bakterien 

Aspergillus sp, Hefe 
Pflanzen 

Aspergillus niger 
Apfel. Zitrusfruchte 
dto. Erwinia 
Bakterien 
E. coli 

Schwanniomyces occidentals. Candida utilis 
Bacillus. Hefen, 
Gluconobactermelanogenum 
Acetobacter suboxidans. Gluconobacter 
melanogenum 

Pseudomonas putida. Gluconobacter 
melanogenum 
Alginobacer. Alginomonas. 
Alginovibrio 



Patentanspruchc 



1. Verfahren zur intrasequentiellen Cofaktor- Regeneration bei zwei- oder mehrstufigen enzymatischen 
ss Synthesen. dadurch gekennzeichnet, daB man im gleichen Reaktor 

(1) ein Substrat enzymatisch reduziert und das dabei erhaltene Reduktionsprodukt enzymatisch in ein 
Oxidationsprodukt uberfuhrt oder 

(2) ein Substrat enzymatisch oxidiert und das dabei erhaltene Oxidationsprodukt enzymatisch in ein 
Reduktionsprodukt uberfuhrt und 

•yj das gewunschte Endprodukt in an sich bekannter Weise isoliert. wobei fur die gekoppelten Vorgange der 

Oxidation und Reduktion zwei Enzyme verwendet werden. die die gleiche Cofaktor-Spezifitat besitzen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzcichnet. daB die Oberfuhrung des primaren Reduktionspro- 
dukts in das oxidierte Endprodukt oder die Oberfuhrung des primaren Oxidationsprodukts in das reduzierte 
Endprodukt uber eine oder mehrere von dem jeweils betroffenen Cofaktor unabhangige Zwischenstufen 

t<> ablaufu die im gleichen Reaktor durchgefuhn werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gckennzeichnet. daB es kontinuierlich durchgefuhn wird. 

*. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche I bis 3. dadurch gekennzeichnet, daB als Reduktionsen- 
/yme L-Hexonat-Dehydrogenase. Aldose-Reduktase. Mannuronat-Dehydrogenase oder Lactat- Dehydro- 
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genase. als Oxidationsenzymc. LCalactonaurc-{L-Gulonslurc>-Lacton- Dehydrogenase, Inositol- 
1 -phosphat-Synthasc. Fructuronat- Dehydrogenase oder Mdat-Dehydrogenascn verwend t werden. 

5. Verfahren nach mindestens einem der AnsprOche 1 bis 4, dadurch gekennzeichneU daB der Cofaktor in 
katalytischen Mcngcn verwendet wird 

6. Verfahren nach mindestens einem der AnsprOche 1 bis 5, dadurch gekennzeichneU daB als Cofaktor s 
Cu 2 VCu 1 * in freier oder komplexierter Form. Fe**/Fe ? *-Komplcxe. Riboflavin, Benzochinon/Hydrochi- 
non, a-Naphthochinon. fl-Naphthochinon. naturlich vorkommende oder synthetische Redox far bstoffe oder 
Coenzymsysteme. verwendet werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 6. dadurch gekennzeichneU daB die Redoxsysteme Nicotinamide Adenin-Dinu- 
cleotid (NAD*/NADH 2 i Nicotinamide Aden in- Dinucleotid-Phosphat (NADP*/NADPHiX io 
Fe 2 */Fe 3 * -Cytochrome c 2.6- Dkrhlorphenol- 1 ndophcnol oder Phenazinmethosulfat verwendet werden. 

8. Verfahren nach mindestens einem der AnsprOche 1 bis 7. dadurch gekennzeichneU daB der Cofaktor in 
freier Form oder an Partikcl oder an losliche Polymere oder an Enzyme gebunden und die Enzyme in freier 
oder in immobilisierter Form verwendet werden. 

9. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden AnsprOche zur enzymatischen Herstellung von is 
L-Ascorbinsaure. dadurch gekennzeichneU daB man als Substrat D-Galacturonsaure oder ein Gemisch 
dieser beiden Sauren verwendeu das jeweilige Substrat enzymatisch zu L-Galactonsaurc oder L-Gulonsau- 

re oder einem Gemisch dieser Sauren reduziert und L-Galactonsaure oder L-Gulonsaurc oder ein Gemisch 
dieser Sauren in die entsprechenden y-Lactone oder das Gemisch der y-Lactone enzymatisch oder che- 
misch in an sich bekannter Weise GberfOhru das erhaltene y-Lacton oder das Gemisch aus den y-Lactonen 20 
enzymatisch zu 2-Keto-L-gulonsaure oder 2-Keto-L-galactonsaure oder einem Gemisch dieser Sauren oder 
zu den y-Lactonen oder einem Gemisch der y-Lactone der 2-Keto-L-gulonsaure oder 2-Kcto-L galacton- 
saure oxidiert und in an sich bekannter Weise zu L- Ascorbinsaure umlagcrt und das Produkt gewinnt. 

10. Verfahren nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichneU daB bei der Reduktion als Enzyme L-Hexonat- 
Dehydrogenase (EC 1.1.120) oder Glucuronai-Reduktase (EC 1.1.1.19) bei der Oxidation L-AkJono-y-lac- n 
ton-Oxidase (EC 1.13.8) oder L-Aldonsaure-y-lact on- Dehydrogenase (EC 1323) verwendet werden und 
daB die OberfOhrung der -onsauren in die y-Lactone durch cine L- Mdonolactonase (EC 3.1.1.18) oder eine 
schwachc Saure erfolgu 

1 1. Verfahren nach mindestens einem der AnsprOche 1 bis 8 zur Herstellung von D-Gluconsaure, dadurch 
gekennzeichneU daB *> 

i. D-Mannuronsaure enzymatisch zu D-Mannonsaure reduziert wird: 
il die D-Mannonsaure anschlieBend enzymatisch zu D-Fructuronsaure oxidiert wird und 
itL die Fructuronsaure zu D-Glucuronsaure isomerisien wird. 
— 12. Verfahren nach mindestens einem der AnsprOche 1 bis 8 zur enzymatischen Herstellung von L- Sorbose 
aus Glucose, dadurch gekennzeichneU daB is 

i. D-Glucose zu D-Sorbitol unter Verwendung einer Aldose- Reduktase (EC 1.1.121) enzymatisch 
reduziert wird und 

ii. D- Sorbitol zu L- Sorbose enzymatisch unter Verwendung einer Sorbitol- Dehydrogenase. L-lditol- 
Dehydrogenase(EC 1.1.1.14)oder L-Sorbose- Dehydrogenase i EC 1.1.1.1 23) oxidert wird 

13. Verfahren nach mindestens einem der AnsprOche 1 bis 8 zur enzymatischen Herstellung von L- Sorbose 40 
aus D- Fructose, dadurch gekennzeichneU daB 

i. D-Fructose zu D-Sorbitol enzymatisch unter Verwendung von Sorbitol- Dehydrogenase (EC 1.1.1.14) 
oder einer Polyoldehydrogenase(EC 1.1.1.139) reduziert wird 

il D-Sorbitol zu L-Sorbose unter Verwendung von einer Sorbitol- Dehydrogenase, L-lditol-Dehydro- 
genase(EC 1.1. 1.1 4) oder L-Sorbose- Dehydrogenase (EC 1.1. 1.1 23) oxidiert wird 45 

14. Verfahren nach mindestens einem der AnsprOche 1 bis 8 zur enzymatischen Herstellung von L-Sorbose 
aus D-Fructose. dadurch gekennzeichneU daB 

i. D-Fructose durch eine 5- Keto- Fructose- Reduktase aus Gluconobacter cerinus (EC 1.1.1.124; EC 
1.1.9.1 1)zu 5- Keto- Fructose enzymatisch oxidiert wird und 

ii. 5-Keto-Fructose durch eine 5- Keto- Fructose- Reduktase aus Hefe (EC 1.1.1.123: EC 1.139.12) enzy- 50 
matisch zu L-Sorbose reduziert wird 

15. Verfahren nach mindestens einem der AnsprOche I bis 8 zur Herstellung von 2-Keto-L-gulonsaure aus 
L-Sorbose. dadurch gekennzeichneU daB 

i. L-Sorbose zu L-Sorboson unter Verwendung von L-Sorbose- Dehydrogenase oxidiert wird und 

ii. L-Sorboson unter Verwendung von L-Sorboson-Oxidase oder L-Sorboson- Dehydrogenase zu 55 
2-L-Ketogulonsaure oxidiert wird 

16. Verfahren i.ach Anspruch 15. dadurch gekennzeichneU daB die beiden oxidativen Dehydrogenase- Reak- 
tionen, die zur Bildung von 2-Keto-L-gulonsaure aus L-Sorbose fOhren, mit der reduktiven Umsetzung von 
D-Fructose zu Mannitol mittels Mannitol- Dehydrogenase gekoppelt wird 

1 7. Verfahren nach Anspruch 9 oder 1 0. dadurch gekennzeichneU daB als Ausgangsmaterialien 60 

(1) D-Galacturonsaure enthaltende naturlich vorkommende oder synthetische polymere oder oligome- 
re Kohlehydrate: 

(2) D-Glucuronsaure enthaltende naturlich vorkommende oder synthetische polymere oder oligomere 
Kohlehydrate: 

(3) D-Mannuronsaure enthaltende naturlich vorkommende oder synthetische polymere oder oligome- 65 
re Kohlehydrate: 

(4) D-Galactose und/oder D-Glucose und/oder D-Fructose enthaltende Disaccharide: 

(5) D-Galactose und/oder D-Glucose und/oder D-Fructose und/oder D-Mannose: 
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(6) D-Glucose. D-Galactose odcr D-Mannose erthaltcndc Homo- odcr Hctcropolygly kane: 

(7) myo-lnositol odcr scin Hexaphosphat (Phytinsaure) oder myo-lnositol- 1 -phosphat; 

(8) Pcctinc; 

(9) Alpnsaure; 

(10) Starke Maltose. Ccllobiosc. Lactose odcr Saccharose verwendet werden. 

18. Vcrfahrcn nach mindestens cincm dcr Anspruche 1 bis 10 zur Herstcllung von L- Ascorbinsaure aus 
Pcctincndurch 

( 1 ) Hydrolyse des Pectins zu Pcctinsaure; 

(2) Hydrolyse der Pectinsaure zu D-Galacturonsaure: 

(3) Lactonisicmng der L-Galacturonsaure zu ihrem y-Lacton: 

(4) Reduktion der Galacturonsaure oder ihres y-Lactons zu L-Galactonsaure oder dessen y-Lacton; 

(5) Oxidation des L-Galactonsaure-y-lactons zu 2-Keto-L-Galactonsaure-y-lacton sowie Umlagerung 
zu L-Ascorbinsaure, 

dadurch gekennzeichneu daB 

a) die Stufen ( 1 ) und (2) getrennt oder in einem gemeinsamen Reaktor durchgefuhrt werden: 

b) die Stufen (3).(4)und(5)gemeinsam in einem Reaktor durchgefuhrt werden; 

c) die Hydrolyse-Reaktionen(l) und (2) enzymatisch ablaufen: 

d) die Bildung des L Gaiactonsaurc-y-lactons (3) enzymctisch oder chemisch vorgenommen wird: 

e) die Reduktion dcr D-Galacturonsaure oder ihres y-Lactons zu L-Galactonsaure (4) odcr ihres 
Y-Lactons enzymatisch erfolgt; 

0 die Oxidation des L-Galactonsaure-y-lactons zu 2-Keto-L-gulonsaure-y-lacton enzymkatalysiert 

ablauft und ^ , , . j 

g) die Reaktionen (4) und (5) uber ein gemcinsamcs Redoxsystem (Cofaktorsystem) miteinander 

verknupftsind. . . . 

19. Verfanren nach Anspruch 18. dadurch gekennzeichneu daB der gekoppelte Reduktions- (7) und Uxida- 
tionsprozeB (5) mit Hilfc des intersequentiellen Regenerationssystems g) kontinuierlich durchgefuhrt wird. 
20 Verfahren nach Anspruch 18 oder 19. dadurch gekennzeichneu daB als Hydrolyseenzym (1) Pectinme- 
thylestcrase (EC 3.1.1.1 1). als Hydrolyseenzym(e) (2) ein Komplex oder ein Gemisch aus Endo- Polygalactu- 
ronase (EC 32.1.15) und Exo- Polygalacturonase (EC 3.2.1.67) sowie Exo-Poly-a-D-Galacturonosidase (EC 
12.\&2% als Reduktionsenzym (4) eine L-Hexonat-Dehydrogenasc oder eine D-Glucuronat-Reduktase (EC 
1.1.1.19). zur Bildung des entsprechenden y-Lactons (3) eine L-Aldono-Lactonase (EC 3.1.1.18) oder eine 
schwache Saure und als Oxidationsenzym eine L-Galactonsaure-y-lacton-Dehydrogenase verwendet wer- 

^L^VerTahren nach mindestens einem der Anspruchc 1 bis 9 zur Herstellung von Ascorbinsaure aus 
Alginsaure durch 

(1) Hydrolyse der Alginsaure zu D-Mannuronsaure und L-GuluronsSure: 

(2) Reduktion der D-Mannuronsaure zu D-Mannonsaure; 

(3) Oxidation der D-MannonsSure zu D-Fructuronsaure und 

(4) Isomertsierung der D-Fructonsaure zu D-Glucuronsaure: 

(5) Umwandlung von D-Glucuronsaure in L- Ascorbinsaure gemaB Anspruch 9. 
dadurch gekennzeichneu daB 

a) die Stufen {2% (3) und(4)gemeinsam in einem Reaktor durchgefuhrt werden; 

b) die Hydrolysereaktion (1 ) enzymatisch oder chemisch ablauft: 

c) die Reduktion von D-Mannuronsaure zu D-Mannonsaure (2) enzymatisch erfolgt; 

d) die Oxidation von D-Mannonsaure zu D-Fructuronsaure (3) enzymatisch katalysiert wird; 

e) die Isomerisierung von D-Fructonsaure zu D-Gluconsaure (4) sowohl chemisch als auch enzymatisch 
durchgefuhrt wird. und 

0 die Reaktionen (2) und (3) uber ein gemeinsames Redoxsystem (Cofaktorsystem) miteinander ver- 
knupft sind. . 

22. Verfahren nach Anspruch 21. dadurch gekennzeichneu daB der gekoppelte Reduktions- (2) und Oxida- 
tionsprozeB (3) mit Hilfe des intrasequcntiellen Cofaktor- Regenerationssystems kontinuierlich durchge- 
fuhrt wird. . 

23. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 12. 21 oder 22. dadurch gekennzeichneu daB die 
hydrolytische Spaltung der Alginsaure (1) mil verdunnien Sauren oder enzymatisch durch alginolytische 
Enzyme erfolgu fur den Reduktionsschritt (2) eine D-Mannuronat- Dehydrogenase (EC 1.1.1.131) oder eine 
D-Mannonat-Dehydrogenase (EC 1.2.1.34), fur den Oxidationsschritt (3) cine Fructuronat-Reduktase (EC 
1.1.137) und fur die Isomerisierung zu D-Glucuronsaure (4) eine Glucuronat-lsomerase (EC 53.1.12) oder 
eine verdunnte Saure verwendet werden. 

24. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 9 zur enzymatischen Herstcllung von Glucuron- 
saure aus Starke. Saccharose. Maltose. Cellobiose oder Phytinsaure durch 

(1) phosphorolytische Spaltung der betreffenden Poly- odcr Disaccharide zu Glucose- 1 -phosphat: 

(2) Isomerisierung zu Glucose-6-phosphat; 

(3) oxidative Cyclisierung zu Inositol- 1 -phosphat; 

(4) Hydrolyse des Phosphatrests in 1 -Stellung; 

(5) Oxidation des myo inositols zu D-Glucuronsaure oder 

(6) Hydrolyse der Phosphatreste von Phytinsaure (myo-lnositol-hexaphosphat) und anschlieBende 
Oxidation gemaB (5). 

dadurch gekennzeichneu daB 
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a) die phosphorolytische Spahung ( 1 ) enzymatisch crfolgt; 

b) die Isomerisierung (2) enzymatisch durchgefOhrt wird; 

c) die oxidative Bildung des Cyclitols (3) enzymatisch erfolgt: 

d) die Abspaltung der Phosphatreste(4).(6)durch enzymatischen Angriff odcr chemisch erfolgt und 

e) die Oxidationsreaktion (5) enzymatisch durchgefOhrt wird 

25. Verfahren nach Anspruch 24 zusammen mil dem Verfahrcn der Anspruche 9 oder 10. dadurch gekenn- 
zcichnct. daB die oxidative Cyclisierung von Glucose-6-phosphat zu myo- Inositol-! -phosphat (3) mit der 
Reduktion von D-GIucuronsSure (oder ihrem y-Lacton) zu GulonsSure (oder ihrem y-Lacton) uber cincn 
gemeinsa*nen Cofaktor (Redoxsystem) miteinander verknupft ist und diese beiden Reaktionen gemcinsam 
mit (4) und (5) im gleichen Reaktor kontinuierlich ablaufen und in diesem Fall die weitcre Oxidation von 
L-Gulonsaure-y-lacton zu 2-Keto-L-gulonsaure-y-lacton durch cine Oxidase katalysiert wird. 
26 Verfahren nach Anspruch 24 oder 25. dadurch gekennzeichneu daB die phosphorolytische Spaltung von 
Starke odcr Saccharose (I) mit Phosphorylasen (EC 2.4.1.1 ; EC 4.2.17) erfolgt und fOr die Isomerisierung (2) 
eine Phosphorglucomutase (EC 2.7.5.5). fur den ProzcB der oxidativen Cyclisierung (3) eine myo inositol- 
1-phosphat-Synthase (EC 5.5.1.8). fur die hydrolytische Abspaltung der Phosphatreste (4). (6) spczifische 
Phosphatasen (EC 3.1 JA; EC 3.1 325\ EC 3.1 J.26). fur die Oxidationsreaktionen zu D-Glucuronsaure (5) eine 
myo-lnositol-Oxygenase(EC 1.13.1.1 1) und fur die Oxidation von L-Gulonsaure-y-iacton eine L-Gulonolac- 
ton-Oxidase(EC 1.13.8) verwendct werden. 

Hierzu 5 Seite(n) Zeichnungen 
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